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El presente trabajo de investigación pretendió estandarizar la metodología de 
cromatografía de columna, para lo cual se realizó una marcha fitoquímica general de la 
especie Desmodium adscendens mediante cromatografía en capa fina (TLC), 
obteniéndose resultados positivos para los metabolitos activos flavonoides y terpenos. 
El fraccionamiento de cromatografía de columna se enfocó en la obtención de 
cantidades representativas de flavonoides debido a sus propiedades antiinflamatorias y 
antioxidantes conocidas, usando las siguientes variables: selección de la fase móvil y la 
carga de columna. 
 
Los extractos metanólicos secos libres del exceso de clorofila de la especie antes 
mencionada, fueron eluidos en las columnas con fases móviles de características 
polares y apolares y con una carga de 2,5% y 5%, cada fracción colectada fue evaluada 
en un análisis TLC obteniéndose como resultados que los flavonoides poseen mayor 
afinidad por la fase móvil polar y que la carga de columna con mejor eficacia y resolución 
es la de 2,5%. Finalmente, las fracciones cualitativamente idénticas correspondientes a 
los flavonoides fueron unidas para calcular su rendimiento final y para realizar el análisis 
de su actividad antioxidante, dando positividad a la misma con DPPH. 
 
La cromatografía de columna resultó ser una técnica poco confiable probablemente por 
la influencia de factores ambientales como la temperatura inter-día e intra-día por lo que 
no fue posible la estandarización de la metódica.  
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The present research aimed to standardize the methodology of column chromatography, 
for which a general phytochemical march of the species Desmodium adscendens was 
performed by thin layer chromatography (TLC), obtaining positive results for the active 
metabolites flavonoids and terpenes. The fractionation of column chromatography 
focused on obtaining representative amounts of flavonoids due to their known anti-
inflammatory and antioxidant properties, using the following variables: mobile phase 
selection and column loading. 
 
The free dry methanolic extracts of the chlorophyll excess from the aforementioned 
species were eluted in the columns with mobile phases of polar and nonpolar 
characteristics and with a load of 2.5% and 5%, each fraction collected was evaluated in 
a TLC analysis Obtaining as results that the flavonoids possess greater affinity for the 
polar mobile phase and that the column load with better efficiency and resolution is 2.5%. 
Finally, the qualitatively identical fractions corresponding to the flavonoids were united 
to calculate their final yield and to perform the analysis of their antioxidant activity, giving 
positivity to the same with DPPH. 
 
Column chromatography turned out to be an unreliable technique probably due to the 
influence of environmental factors such as the inter-day and intra-day temperature, so it 
was not possible to standardize the method. 
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INTRODUCCIÓN 
 
En el Ecuador desde las primeras civilizaciones hasta la actualidad se ha observado el 
uso de plantas en el tratamiento de diferentes enfermedades, debido a sus propiedades 
medicinales por lo que muchos fármacos se investigan y se sintetizan a partir de estas. 
Motivo por el cual es estudio se basa en aislar los metabolitos activos del tipo 
antioxidantes de la especie Desmodium adscendens, los mismos que se han descrito 
en varios estudios su uso contra el asma bronquial, problemas gastrointestinales y 
hepáticos, debido a su poder antiinflamatorio otorgado por los compuestos fenólicos. 
(Ansaloni, et al., 2010) (Acero, Millones, Ticona, & Torres, 2012) 
 
Los compuestos fenólicos, engloba a todas aquellas sustancias que poseen varias 
funciones fenol, unidas a estructuras aromáticas o alifáticas, lo más destacable de los 
compuestos fenólicos son sus propiedades antioxidantes, contrarrestando los daños 
producidos por los radicales libres, impidiendo así la producción de enzimas del tipo 
oxidasas causantes de la inflamación. (Gimeno, 2004) 
 
Por todo lo expuesto anteriormente, surge la necesidad de disponer de un método de 
aislamiento y purificación de los extractos vegetales, el cual nos permita aislar 
cantidades considerables (mg) de metabolitos activos a comparación de otras técnicas 
como es el caso de la Cromatografía de Capa Fina y los cartuchos de silica comerciales, 
seleccionándose así al método de Cromatografía de Columna. 
 
La aplicación de la metodología se basa en relacionar el comportamiento del extracto 
metanólico de la especie antes mencionada frente a las variables: fase móvil y carga de 
columna, permitiendo obtener una adecuada separación y resolución de los metabolitos 
activos para su posterior identificación y cuantificación, así mismo como la verificación 
de la actividad antioxidante mediante DPPH que sirvan de utilidad en futuras 
investigaciones de la actividad antiinflamatoria en animales de experimentación en el 
Proyecto Vlir. 
La hipótesis planteada para este estudio fue: 
 
Es factible lograr una estandarización o perfeccionamiento de la metódica de 
cromatografía de columna como solución viable para el aislamiento de elementos 
activos a partir de extractos del Desmodium adscendens en cantidades mayores (mg). 
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• Validar una metodología de separación y purificación de metabolitos activos 
“antioxidantes” en extractos metanólicos de Desmodium adscendens. 
 
Objetivos Específicos 
   
• Generar una metódica base en la determinación de la fase móvil mediante TLC. 
• Traspasar la metódica a la cromatografía de columna. 
• Evaluar el parámetro carga de la columna respecto al extracto. 


























UNIVERSIDAD DE CUENCA 
FERNANDA TATIANA ZAMORA AMORES 15 
CAPÍTULO I 
1 MARCO TEÓRICO 
 
1.1 Desmodium adscendens 
 








Especie Desmodium adscendens 
Tabla 1.1 Taxonomía de Desmodium adscendens           
                (Universidad Nacional de Colombia, 2016) 
 
1.1.2 Descripción botánica 
 
Desmodium adscendens, es una planta herbácea que mide de 10 a 50 cm de largo, es 
una planta rastrera, con tallos ramificados, sus hojas tienen posición alterna, formadas 
por tres hojuelas elípticas, siendo la central más grande que las laterales, las flores se 
disponen en grupos, son de color lila con pétalos desiguales entre sí, posee tallos fuertes 
que resisten al pisoteo. (Freitas, 2012) 
 
Figura 1.1 Desmodium adscendens 
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1.1.3 Hábitat y Distribución 
 
Desmodium adscendens es una especie que se propaga fácilmente en el pasto común, 
se encuentran en potreros, a orillas de ríos, pantanos y bosques, crecen en suelos 
húmedos, pero no en exceso y florecen durante todo el año. (Garcia) 
Se la puede encontrar en los campos no cultivados de los Andes del Ecuador, en donde 
es conocida como Hierba del Infante ya que algunas parturientas de bajos recursos 
suelen tomar en infusión debido a sus propiedades antiinflamatorias, además es una 
especie con amplia distribución geográfica en África, Asia y América. (Astudillo, 2003) 
 
1.2 METABOLISMO VEGETAL 
 
El metabolismo vegetal es el conjunto de reacciones químicas enzimáticamente 
catalizadas en la célula vegetal, dichas reacciones pueden o no intervenir en el proceso 
de desarrollo de las plantas y se clasifican en: 
• Metabolitos Primarios 
• Metabolitos Secundarios 
 
1.2.1 Metabolitos Primarios 
 
Pueden ser encontrados en todas las plantas, son de vital importancia para el 
crecimiento y reproducción de las mismas, cumplen con procesos químicos como la 
fotosíntesis, respiración vegetal, transporte de solutos y son capaces de sintetizar 
azucares, aminoácidos, nucleótidos y lípidos. (Mosquera, 2014) 
 
1.2.2 Metabolitos Secundarios 
 
Se encuentran almacenados en el interior de la vacuola, por lo que su extracción y 
purificación es más dificultosa que el de los metabolitos primarios, los metabolitos 
secundarios no son necesarios para el crecimiento ni reproducción de las plantas, pero 
cumple roles muy importantes en el reino vegetal.  
Cada familia de las plantas, género o especie produce una característica química que 
puede ser usado como característica taxonómica en la clasificación de las plantas. 
Los metabolitos secundarios son: Terpenos, compuestos fenólicos y sus derivados, 
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El origen de las principales categorías de metabolitos secundarios en relación con las 
vías metabólicas básicas se puede demostrar en la Figura 1.2. 
 
 
Figura 1.2 Origen de los principales metabolitos secundarios en relación a las vías 




Los Terpenos son lípidos no saponificables que forman parte de los aceites esenciales 
de algunas plantas y flores, son sintetizados a partir de un precursor fundamental el IPP 
(Isopentenil Pirofosfato) y mediante dos rutas metabólicas, la primera es la ruta del ácido 
mevalónico, y la segunda es la ruta del fosfato de metileritritol. (Taiz & Zeiger, 2006) 
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1.3.1 Clasificación 
 
Los terpenos se encuentran formados por repeticiones de una molécula de cinco 
átomos de carbono llamado isopreno, por lo que se clasifican según el número de 







(1 unidad de 
Isopreno) 











(3 unidades de 
Isopreno) 




(4 unidades de 
Isopreno) 
 
Vitamina A, ácido 
abiético y Giberílico 
 
Triterpenos 























Tabla 1.2 Clasificación según su estructura de los principales tipos de terpenos   




Los Terpenos son los metabolitos que otorgan la coloración a los órganos vegetales, 
protegen a la planta de la sobre oxidación, atraen polinizadores y participan en la 
síntesis de las vitaminas A, K y E, entre ellos podemos nombrar algunos de vital 
importancia como: las giberelinas, las cuales son un grupo de hormonas vegetales que 
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controlan el crecimiento y desarrollo de tallos y frutos, estimulan la germinación de 
numerosas especies. Otros son los Hemiterpenos que protegen a la planta al repeler a 
los herbívoros atrayendo a depredadores y parásitos y el Farnesol, que ha demostrado 
su actividad quimiopreventiva contra el cáncer. (Nutrición Personalizada, 2010) 
 
1.4 COMPUESTOS FENÓLICOS 
 
Son compuestos aromáticos que tienen como estructura principal el fenol con 
sustituciones de hidroxilo, otros son compuestos polifenólicos más complejos 
clasificados por el número de átomos de carbono en el esqueleto básico y pueden tener 
uno o varias cadenas laterales, surgen de dos rutas principales: vía del ácido shikímico 
y la vía del acetato. (Gimeno, 2004) 
 
• Vía del ácido shikímico da lugar a fenoles simples, ácidos fenólicos, lignanos y 
cumarinas y taninos. 
• Vía del acetato: Dando lugar a policétidos, que proporcionan por ciclación a 




Los compuestos fenólicos se clasifican según el número de átomos de carbono en el 
esqueleto básico. 
 
Esqueleto Básico de Cn Clase 
C6 Fenoles simples, benzoquinonas, quinonas 
C6-C1 Ácidos Fenólicos 
C6-C3 Ácidos Hidroxicinámico y cumarinas 
C6-C4 Naftoquinona 
C6-C1-C6 Xantonas  
C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides, antocianinas, Chalconas 
y Auronas 
(C6-C3)2 Lignanos 
(C6-C3-C6)2 Biflavonoides  
(C6-C3)n (C6) (C6-C3-C6)n  Taninos Condensados 
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1.4.1.1 Flavonoides  
 
Los flavonoides son polifenoles cuyo término es referido para pigmentos de las plantas, 
estos poseen al menos dos subunidades fenólicas, las subdivisiones se basan 
principalmente en la ausencia o presencia de un sustituyente carbonilo en la posición 
C4, la presencia o ausencia de un doble enlace entre los átomos de carbono 2 y 3 y una 
sustitución de fenilo en las posiciones 2 o 3 del anillo de pirona. (Luengo, 2002) 
En la naturaleza los flavonoides se encuentran de dos maneras; la mayoría está 
presente en forma de glucósidos (flavona, flavonol, flavanona, isoflavona, chalcona), 
debido a que se encuentran unidos a un azúcar y la aglicona que no posee un azúcar 
unido a su estructura, siendo la única excepción los flavonoles (catequinas y 









Figura 1.4 Flavonoides: Estructuras químicas   
    (Manzo, 2016) 
 
1.4.1.2 Lignanos  
 
Los lignanos son compuestos naturales cuyo esqueleto resulta de la unión de los 
carbonos β de su cadena lateral a dos unidades derivadas del 1 fenil-propano, 
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presentan actividad antioxidante como es el caso del ácido nordihidroguayarético. 
Además, presentan actividad antifúngica, insecticida, alelopática y ciertas citoquinas. 
(Boluda, Duque, & Aragón, 2005) 
 
Figura 1.5 Estructura de un lignano simple   




Los Taninos son compuestos solubles en agua, de un elevado peso molecular, 
característicos en las dicotiledóneas, son capaces de precipitar macromoléculas como 
las proteínas, celulosa y alcaloides debido a su poder astringente. Se clasifican en dos 
grupos, los taninos condensados y taninos hidrolizables. (Vázquez, Alvarez, López, 
Wall, & Rosa, 2012) 
 
Los taninos condensados provienen de la esterificación de compuestos polifenólicos 
flavonoides, son unidades de flavan-3-ol unidas entre sí por enlaces C-C en la posición 




Figura 1.6 Taninos Condensados       
   (Girbes & Jiménez, 2013) 
 
Los taninos hidrolizables en su estructura constan de poliésteres de un azúcar unido a 
un número variable de ácidos fenólicos, existiendo dos subdivisiones los gálicos y los 
elágicos. (Soto, 2013) 
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Figura 1.7 Taninos Hidrolizables 




Las cumarinas son α-pironas que se generan por lactonización del ácido o-cumárico, es 
casi característico de todas las cumarinas poseer un grupo hidroxilo en el C7. La 
umbeliferona o también conocida como la 7-hidroxicumarina puede ser considerada 
como el precursor de las cumarinas 6,7-di o 6,7,8-trihidroxiladas. Las cumarinas tienen 
propiedades vitamínicas, antiinflamatoria, antibacteriana, antiespasmódica e hipnóticas 
y aumentan la resistencia de las paredes capilares, se ha registrado el uso exitoso de 
psoralenos en varios desórdenes de la piel como eccemas y psoriasis. (Gonzales, 2015) 
 
Figura 1.8 Estructura básica para Cumarinas   
(Gonzales, 2015) 
 
1.4.2 Funciones  
 
Los compuestos fenólicos actúan como fitoalexinas, es decir que las plantas rotas o 
heridas secretan fenoles para defenderse de posibles ataques fúngicos o bacterianos, 
contribuyen a la pigmentación de muchas partes de la planta por ejemplo; las 
antocianinas son los responsables del color rojo, naranja, azul, púrpura o violeta que 
encontramos en las pieles de las frutas y hortalizas, cuando los fenoles se oxidan dan 
lugar a las quinonas siendo las responsables del color pardo indeseable de la oxidación. 
Estas sustancias influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los alimentos, ya 
que actúan como colorantes, antioxidantes y proporcionan el sabor característico de la 
cebolla, el cacao, el aceite de oliva virgen. (Gimeno, 2004) 
 
  
UNIVERSIDAD DE CUENCA 
FERNANDA TATIANA ZAMORA AMORES 23 
1.5 COMPUESTOS NITROGENADOS 
 
Los compuestos nitrogenados o también conocidos como alcaloides son un grupo de 
sistemas heterocíclicos nitrogenados derivados de aminoácidos y triterpenos, con una 
actividad farmacológica predominante psicoactiva, por lo que es usada para 
tratamientos psicológicos y para aliviar el dolor. 
El nitrógeno puede estar presente como una amina primaria, secundaria, terciaria, sal 




Se clasifican en cinco grupos de acuerdo al aminoácido o derivados de los cuales son 
biosintetizados:  
 
Clase  Principales compuestos 
químicos 
Ejemplo  











Quinolina Quinina, alcaloides de 





Isoquinolina Los alcaloides del opio: 
morfina, codeína, tebaína, 
papaverina 
 









Los alcaloides cumplen diversas funciones en las plantas, uno de los más importantes 
son sus propiedades alucinógenas, según la dosis y la duración del tratamiento pueden 
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ser analgésicos, anestésicos, psicotrópicos, generalmente actúan sobre el sistema 
nervioso central como: la cafeína o la cocaína que tienen acción estimulante y la morfina 




La cromatografía es una técnica que permite separar los componentes de una mezcla, 
mediante un sistema bifásico, el que consiste en una fase estacionaria que retiene los 
compuestos a separar y una fase móvil que desplaza de manera diferencial los 
compuestos a través de la fase estacionara. (Méndez, 2011) 
 
La cromatografía se puede clasificar de diferentes maneras: 
 
• Dependiendo de la naturaleza de las fases: (Burriel Martí, Lucena Conde, 
Arribas Jimeno, & Hernández Méndez, 2008) 
− Cromatografía sólido-líquido: La fase estacionaria es un sólido y la móvil un 
líquido  
− Cromatografía líquido-líquido: Ambas fases son líquidos y en la estacionaria el 
líquido se ancla a un soporte sólido.  
− Cromatografía líquido-gas: La fase estacionaria es un líquido no volátil sobre 
soporte sólido y la fase móvil un gas.  
− Cromatografía sólido-gas: La fase estacionaria es un sólido y la móvil un gas.  
 
• Atendiendo al proceso químico-físico que va a protagonizar el proceso de 
separación: (Burriel Martí, Lucena Conde, Arribas Jimeno, & Hernández 
Méndez, 2008) 
− Cromatografía de adsorción: Se producen interacciones de tipo polar siendo la 
fase estacionaria un sólido.  
− Cromatografía de partición: La separación se basa en las diferencias de 
solubilidad de los componentes de la mezcla entre las dos fases siendo ambas 
líquidas. Cuando la estacionaria es menos polar que la móvil se denomina 
cromatografía de fase inversa.  
− Cromatografía de intercambio iónico: Se producen intercambios entre iones 
presentes en la fase estacionaria y los del compuesto orgánico solubilizado e 
ionizado en la fase móvil. 
 
  
UNIVERSIDAD DE CUENCA 
FERNANDA TATIANA ZAMORA AMORES 25 
• Con base en la naturaleza del soporte en el que se aloja la fase 
estacionaria: (Burriel Martí, Lucena Conde, Arribas Jimeno, & Hernández 
Méndez, 2008) 
− Cromatografía plana: El soporte es una placa de vidrio o de plástico: 
Cromatografía en papel y Cromatografía en capa fina (TLC) 
− Cromatografía en columna: Utiliza como soporte una columna de vidrio. 
 
1.7 CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA  
 
La cromatografía en capa fina es una técnica analítica rápida y sencilla, que permite 
determinar la identificación de compuestos de una mezcla mediante la formación del 
cromatograma, además comparar diferentes muestras entre sí. Las muestras a analizar 
se depositan en forma de banda cerca de un extremo de una lámina de plástico, aluminio 
o vidrio recubierta de una capa fina de adsorbente que en este caso se trata de la silica 
gel (fase estacionaria), luego se coloca en una cámara cerrada para TLC la cual se ha 
dejado durante 15-30 minutos en contacto con la fase móvil para crear una atmosfera 
saturada del o la mezcla de solventes, estos van a ascender por capilaridad a través del 
adsorbente, produciéndose que las muestras recorran la placa, finalmente se usa un 
revelador que forma complejos coloreados que serán reconocidos por métodos 
espectrofotómetros y mediante el cálculo del Rf podremos determinar de qué sustancia 
se trata la muestra. (Velasco, 1992) 
El factor de retención Rf es la distancia que cada compuesto se desplaza en la placa y 
a la vez es característico de los mismos. Cuando el desplazamiento del soluto es muy 
pequeño respecto al del solvente, se puede medir la distancia recorrida por el soluto 







Figura 1.9 Cromatografía de Capa Fina 
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1.7.1 Fase estacionaria 
 
En la cromatografía de fase normal, los adsorbentes forman fuertes interacciones 
moleculares en los sitios de adsorción polares con grupos funcionales polares de los 
compuestos, existen diversos tipos de fases estacionarias cuya adsorción aumentan de 
acuerdo a su polaridad: cianopropil <diol <aminopropilo << silicio = alúmina. 
(Waksmundzka, Sherma, & Kowalska, 2008) 
La silica gel es el adsorbente más usado, los compuestos básicos son fuertemente 
retenidos por los grupos silanol y sirve para la detección de esteroides, aminoácidos, 
alcoholes, hidrocarburos, lípidos, aflatoxinas, bilis, ácidos, vitaminas y alcaloides. 
(UCDAVIS (University of California), 2017) 
A su vez la retención de compuestos también depende de la polaridad de los grupos 
funcionales y aumentan en el siguiente orden: alcanos <alquenos <hidrocarburos 
aromáticos = cloroalcanos <sulfuros <éteres <cetonas = aldehídos = ésteres <alcoholes 
<amidas << fenoles, aminas y ácidos carboxílicos. La retención de la muestra se 
incrementa cuando la polaridad de la fase estacionaria aumenta y la polaridad de la fase 
móvil disminuye. (Waksmundzka, Sherma, & Kowalska, 2008) 
 
1.7.2 Selección del solvente (fase móvil) 
 
El estudio de cromatografía de capa fina permite elegir el solvente o la mezcla de 
solventes a usar para obtener la separación adecuada de los componentes de una 
muestra y es una referencia para la cromatografía de columna, la elección del solvente 
es un factor importante a tomar en cuenta ya que por medio de este se consigue que 
los componentes se muevan más rápido o más lento a través de la placa, ordenándose 
de menor a mayor polaridad. (Correa Cuevas, 2015) 
Los solventes a ser usados como componentes en las fases móviles deben ser de 
pureza apropiada y de baja viscosidad, miscibles entre sí, uno de los parámetros 
fisicoquímicos que es de gran importancia es la fuerza de elución, se refiere a la 
capacidad del solvente o mezcla de solventes para eluir los solutos en la fase 
estacionaria, se conoce varios tipos de escalas para su caracterización entre ellas 
tenemos:  
La escala de polaridad de Snyder es una de las más importantes en la clasificación de 
los solventes, utilizando el parámetro P (índice de polaridad), mide la atracción 
intermolecular entre un soluto y un solvente, basándose en las medidas de solubilidad 
para la sustancia en cuestión en tres solventes: etanol (propiedades aceptoras de 
protones), dioxano (propiedades donador de protones) y nitrometano (describir las 
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propiedades dipolares del solvente), por lo tanto es una medida numérica de la polaridad 
relativa de varios solventes. (Waksmundzka, Sherma, & Kowalska, 2008) 
Otra escala de vital importancia es la serie eluotrópica, la cual estima la resistencia de 
un solvente por su efecto sobre la retención de soluto, para generar valores distintos 
para cada solvente, se obtuvo el tiempo medio de retención a partir de un gran número 
de solutos sobre un material de soporte específico representado con la letra  
acompañado del nombre del soporte (adsorbente) usado. (Sadek, 2002) 
 
SERIE ELUOTRÓPICA DE LOS SOLVENTES 
Solvente   (SiO3) P 
Pentano  0.00 0.0 
Hexano  0.00-0.01 0.1 
Iso-octano 0.01 0.1 
Ciclohexano  0.03 0.2 
tetracloruro de carbono 0.11 1.6 
1 – Clorobutano 0.20 1.0 
Xileno - 2.5 
Tolueno  0.22 2.4 
Clorobenceno  0.23 2.7 
Benceno  0.25 - 
Etil éter 0.38-0.43 2.8 
Diclorometano  0.30-0.32 3.1 
Cloroformo  0.26 4.1 
1,2-Dicloroetano - 3.5 
Metil etil cetona - 5.7 
Acetona  0.47-0.53 5.1 
Dioxano  0.49-0.51 4.8 
1-Pentanol - - 
Tetrahidrofurano  0.53 4.0 
Metil t-butil éter 0.48 2.5 
Acetato de etilo 0.38-0.48 4.4 
Dimetilsulfóxido  - 7.2 
Dietilamino - - 
Acetonitrilo  0.50-0.52 5.8 
1-Butanol - 3.9 
Piridina - 5.3 
2 – Metoxietanol - 5.5 
Alcohol n-propílico - 4.0 
Alcohol isopropílico 0.60 3.9 
Etanol  - - 
Metanol  0.70-0.73 5.1 
Etilenglicol  - - 
Dimetil formamida - 6.4 
Agua  - 10.2 
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Los ácidos, bases y compuestos fuertemente polares pueden producir rayas en lugar 
de manchas en solventes neutros, dificultando calcular el Rf y pueden obstruir otras 
manchas. La adición de un pequeño porcentaje de ácido acético o fórmico al solvente 
puede corregir la formación de rayas con ácidos, ya que mejoran la ionización. De forma 
similar para las bases, la adición de un poco de trietilamina puede mejorar los 
resultados. Para los compuestos polares agregar un porcentaje de metanol por lo menos 
también puede mejorar los resultados. (UCDAVIS (University of California), 2017) 
 
1.7.3 Miscibilidad 
La miscibilidad entre los solventes es otro parámetro a tener en cuenta ya que se debe 
conseguir una mezcla homogénea sin separación de las fases, en los compuestos 
orgánicos la miscibilidad del compuesto con agua depende del porcentaje del peso de 
la cadena de hidrocarburos. En los alcoholes, el etanol que tiene dos átomos de carbono 
es miscible en agua, mientras que el 1-Octanol es inmiscible, en algunos casos la 
miscibilidad de los líquidos depende de la proporción en la que se encuentra en la 
mezcla, como es el caso del éter etílico que es miscible en agua solo en una cierta 
medida. El acetato de etilo en presencia del agua se descompone en ácido acético y 
etanol. (Ñuñez, 2008) 
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1.8 CROMATOGRAFÍA EN COLUMNA 
 
La cromatografía en columna es una técnica de separación de mezclas o purificación 
de sustancias,  que permite determinar en que fracción y en que cantidad se encuentra 
el compuesto deseado. La fase móvil es líquida y la fase estacionaria puede ser sólida, 
la misma que se coloca en un recinto cilíndrico de vidrio en posicion vertical provisto de 
una llave para regular el flujo de la fase móvil, se puede colocar en la parte inferior 
algodón o lana de vidrio, se forma una pasta entre la silica y el solvente dejando 
sedimentar la silica y se recoge el solvente sobrante, se coloca la muestra a separar y 
el o los  solventes escogidos. (Valcárcel Cases & Gómez Hens, 1998) 
Al descender la fase móvil por la columna produce el desarrollo del cromatograma 
apareciendo zonas o bandas horizontales bien definidas que corresponden a cada uno 
de los compuestos de la mezcla, el eluido se debe recoger en fracciones y se realiza un 
estudio por TLC de cada una. Las fracciones menos polares serán las primeras en salir 
debido a que se retienen por un menor tiempo en el adsorbente, por lo contrario, las 
















Figura 1.11 Cromatografía de Columna  
(Castillo, 2011) 
 
1.8.1 Factores necesarios en la Cromatografía de Columna 
 
Para la cromatografía de columna el absorbente debe cumplir con algunos factores 
como:   
 
• La Silica gel para cromatografía de columna, se realiza a base de dióxido de 
silicio de alta pureza, de aspecto granulado y tamaño homogéneo, cuyo pH varia 
en un rango de 2 a 7.5, posee un gran poder absorbente y tiene un tamaño de 
partícula de 15-100 micras, su densidad aparente: 0,40- 0,65 gm / ml y con un 
diámetro de poro: 20,60,100,300,1000 Å. Es un producto que se puede 
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regenerar si se somete a una temperatura de entre 120-180 ºC desprendiendo 
la humedad que haya absorbido por lo que puede reutilizarse varias veces sin 
que afecte la capacidad de absorción. (GRUPO HAIYANG YINHAI ESPAÑA, 
S.L.) 
• La selección de la fase móvil es de vital importancia ya que una fase móvil muy 
polar lavará todos los componentes sin ninguna separación y una fase móvil muy 
apolar dará lugar a una separación de banda ancha pobre, por lo que la 
cromatografía de columna se debe iniciar con un solvente muy no polar para que 
se forme la primera banda y eluya analitos no polares, seguida de una mezcla 
de solventes con una polaridad media que permitirá que se formen varias bandas 
y que eluyan  analitos polares y finalmente se aumenta la polaridad de los 
solventes en la fase móvil que permita un elución completa de los analitos. (Shini, 
2015) 
• El tiempo de retención, es aquel tiempo que tarda cada sustancia en abandonar 
la columna, la retención se encuentra en función de las características 
moleculares de cada compuesto, del adsorbente, del solvente y del diámetro de 
la columna. (F. Striegel & Hill, 1996) 
• Cuando la velocidad de flujo es más lenta produce la formación de bandas más 
estrechas, por lo que la velocidad adecuada en la Cromatografía de columna es 
de 20 gotas por minuto a flujo continuo de la fase móvil durante todo el 
experimento para una mejor separación de las fracciones. (Shini, 2015) 
• La resolución cromatográfica constituye una medida cuantitativa de la capacidad 
de una columna para separar dos o más analitos, cuanto mayor sea la resolución 
mejor separadas se encontrarán las bandas y así mismo aumenta el número de 
estas. (Correa Cueva, 2015) 
 
1.9 RADICALES LIBRES 
 
Los radicales libres son aquellas especies químicas que en su estructura atómica 
presentan un electrón desapareado o impar en el orbital externo, dándole una 
configuración espacial que genera gran inestabilidad, siendo los responsables de la 
oxidación biológica. Las moléculas incompletas atacan agresivamente a otras moléculas 
para poder remplazar sus electrones faltantes, de esta manera los radicales libres roban 
los electrones de la proteína en el cuerpo, lo que daña el ADN y otras estructuras 
celulares, por lo que, si el cuerpo no obtiene la protección adecuada, los radicales libres 
se salen de control ocasionando el mal desempeño de las células y causando 
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enfermedades como: cáncer, parkinson, alzheimer, cataratas, ateroesclerosis. 
(Venereo, 2002) 
 
Los radicales libres son un tipo de metabolitos reactivos que son producidos 
naturalmente en el cuerpo como respuesta biológica natural a las toxinas ambientales 
como: el humo del cigarro, la luz solar, los químicos, la radiación y el ejercicio 
extenuante. (Mercola, 2015) 
1.10 ANTIOXIDANTES 
 
Los antioxidantes son una clase de moléculas capaces de inhibir o retardar la oxidación 
mediante la donación de electrones, estos juegan un papel importante en la salud al 
neutralizar los efectos dañinos de los radicales libres, pueden ser de origen endógeno 
y exógeno. (Coronado, Vega, Gutiérrez, Vázquez, & Radilla, 2015) 
 
Los antioxidantes endógenos son las enzimas sintetizadas por el propio organismo, 
entre estas encontramos al surperóxido dismutasa y al glutatión peroxidasa, por otra 
parte, los antioxidantes exógenos son aquellos provenientes de fuentes externas, 
necesitándose la ingesta continua de los nutrientes que los contienen, entre estos 
tenemos a la vitamina A, E y C, los β-carotenos, luteína, flavonoides, licopenos, el ácido 
lipoico y los cofactores (cobre, zinc manganeso, hierro y selenio). (Criollo & Molina) 
 
La actividad antioxidante, antibacteriana, anticancerígena y antinflamatoria, de los 
flavonoides resulta de la inhibición de oxidasas, como la lipoxigenasa, la ciclooxigenasa 




El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo es un compuesto orgánico comúnmente conocido como 
DPPH, es un polvo cristalino de color violeta intenso compuesto por moléculas estables 
de radicales libres, que sirve para medir o visualizar la capacidad antioxidante de 
alimentos y compuestos sintéticos, al poner en contacto el DPPH con la muestra a 
analizar, su coloración característica se torna a blanco amarillento. (Guija, Inocente, 
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CAPÍTULO II 
2 MATERIALES Y MÉTODOS 
El tipo de investigación del estudio fue descriptiva, en el cual se observó el efecto que 
se presentó en la columna de cromatografía al aplicar las variables dependientes como 
la polaridad del solvente y la carga de columna e independientes como el Factor Rf y el 
rendimiento. 
2.1 LOCALIZACIÓN  
 
La actividades prácticas y experimentales de este estudio se llevaron a cabo en los 
laboratorios del Proyecto VLIR de Plantas Medicinales de la Facultad de Ciencias 
Químicas, de la Universidad de Cuenca.  
2.2 MATERIALES 
 
En este trabajo de investigación se requirió de los siguientes materiales: 
 
2.2.1 Materia prima 
 
Se trabajó con las hojas del Desmodium adscendens denominada comúnmente como 
“Hierba del Infante” utilizando esta especie vegetal para el aislamiento y purificación de 
metabolitos activos, a través de la metódica de cromatografía de columna y la detección 
de actividad antioxidante por DPPH.   
 
2.2.2 Materiales, Solventes y Reactivos 
 
Se necesitó de: tijeras podadoras, bolsas de papel, papel blanco, papel filtro, papel 
aluminio, cinta adhesiva, marcadores, recipientes plásticos, cernidor, bandejas de 
acero, soporte de hierro, pinzas, nueces, frascos de vidrio, botellas de vidrio de 120ml, 
tubos de ensayo 20ml, algodón, bolitas de vidrio, balones de fondo redondo, 
adaptadores, pipeta pasteur, tubos de liofilizar, tapones de caucho, embudos de 
separación, vasos de precipitación, cámara de TLC, placas de vidrio de TLC 20x20 cm, 
columna cromatográfica de vidrio, lana de vidrio y viales ambar. 
 
A continuación, se detalla la mezcla de solventes usados en las diferentes fases móviles: 
• Acetato de Etilo-Hexano (50:50) 
• Acetato de Etilo-Metanol-Agua (100:13,5:10) 
• Acetato de Etilo-Ácido Fórmico-Ácido Acético Glacial-Agua (100:11:11:26) 
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• Acetato de Etilo- Ácido Fórmico-Ácido Acético-Metanol-Agua (30:10:1: 50:10) 
• Acetato de Etilo- Ácido Fórmico-Ácido Acético-Metanol-Agua (80:5:1: 10:10) 
• Acetato de Etilo-Ácido Fórmico-Ácido Acético Glacial-Agua (100:11:11:26) 
• Cloroformo-hexano (50:50) 
• Cloroformo-Acetona-Ácido Fórmico (75:16,5:8,5) 
• Cloroformo- Etanol- Agua- Ácido Fórmico-Ácido Acético (5:70:14: 5:1) 
• Cloroformo- Etanol- Agua- Ácido Fórmico-Ácido Acético (51:34:9: 5:1) 
• Hexano (100%) 
• Tolueno-Acetato de Etilo (85:15) 
• Tolueno-Acetato de Etilo (93:7) 
• Tolueno-Dioxano-Ácido Acético (90:25:4) 
 
En la elaboración de los reveladores usados en las placas de TLC, se requirió de los 
siguientes reactivos:  
 
• Dragendorff: Se usó una mezcla 1:1 de la solución (a) + (b). 
Solución (a): Se disolvió 0,85 g de nitrato básico de bismuto en 10 ml de ácido 
acético glacial y 40 ml de agua, fue necesario filtrar. 
Solución (b): Se disolvió 8 g de yoduro de potasio en 30 ml de agua. 
 
• Productos Naturales: Se necesitó de dos reactivos, los mismos que se usaron 
en diferentes bandejas vidrio, uno después del otro. 
En la bandeja 1, se depositó 1% de Difenilboriloxietilamina metanólico (NP) y en 
la bandeja 2 el 5% de polietilenglicol-4000 etanólico. 
 
• Hidróxido de Potasio: 10% de Hidróxido de potasio etanólico. 
 
• Anisaldehído ácido sulfúrico: 0,5 ml de Anisaldehído mezclados con 10 ml de 
ácido acético glacial, seguido por 85 ml de metanol y 5 ml de ácido sulfúrico 
concentrado. 




• Balanza analítica Mettler Toledo, serie N° 1129070512, Suiza, 2007.   
• Balanza analítica Boeco BBL - 31, serie N° 19509555, Alemania, 2007.  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• Baño María con sonicador Memmert, serie L315.0629, Alemania, 2016.   
• Estufa VWR, serie N° 01053410, USA, 2009.   
• Equipo de fotodocumentación Camag TLC Visualizer, serie N° 200239,  Suiza, 
2013.   
• Cabina de extracción de gases Quimis, serie N° 07111126, Brasil, 2005.  
• Biofreezer Fisher Scientific, serie N° 0145903101140804, USA, 2014   
• Centrífuga sigma 2-6, serie N° 120303, Alemania, 2007.   
• Rotavapor Heildolph, Laborota 4000 efficient, serie N° 04819293, Alemania, 
 2006.  
• Congelador dairei freezeer -45/-85°C ULTF80, USA, 2009.   
• Destilador de agua Fanem, modelo 724, serie TAD – 30979, Brasil, 2005.   




2.3.1 RECOLECCIÓN, LAVADO Y SECADO   
 
La especie utilizada para el trabajo de investigación fue el Desmodium adscendens 
recolectada en la parroquia de Jadan, cantón Gualaceo, a una altura aproximada de 
2800m sobre el nivel del mar, tras identificarla por las características botánicas descritas 
en el apartado 1.1.2 y con la ayuda de unas tijeras de podar se procedió a recolectar la 
planta sin arrancarla del suelo para que se pueda regenerar. Se colocó y transportó en 
bolsas de papel para conservar y proteger de la luz, las mismas que fueron etiquetadas 




Figura 2.1 Recolección en Jadan-Gualaceo 
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Inmediatamente, se procedió al lavado, para lo cual se seleccionó únicamente las hojas 
del Desmodium adscendens, libres de contaminación con materia orgánica, inorgánica 
e insectos y se lavó con agua potable hasta eliminar cualquier residuo de tierra, 
posteriormente se sumergió durante 10 minutos en agua destilada para eliminar 
metales. Finalmente, se escurrió y se retiró el exceso de agua sobre bandejas de acero 
inoxidable cubiertas con papel blanco. 
 
La desecación de la droga se realizó mediante dos procedimientos: El primero fue el 
secado en horno, en donde se colocó a la droga fresca en bandejas de acero inoxidable 
a una temperatura de 40 C en el horno Pro 3 durante 12 horas, transcurrido el tiempo, 
se pesó la droga seca y se almacenó en bolsas de papel correctamente rotuladas. El 
segundo procedimiento de desecación de la droga fue el secado por liofilización, en el 
cual se cortó la droga fresca es pequeños trozos, luego de haber pesado el tubo 
liofilizador, se introdujo la droga sin que supere los 4 gramos por tubo, se congelo por 
un mínimo de 2 horas a -82 C, para finalmente insertar el corcho y el adaptador al 
liofilizador al vació durante 24 horas a una temperatura -0,51 C y a 0,071 bar.  
 
2.3.2 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS METANÓLICOS  
 
La preparación de extractos metanólicos es un proceso que consta de cinco etapas: 





Una vez triturada la droga seca en una licuadora, se humectó con 15 ml de metanol por 
cada 12 gr de droga seca entre 12-15 horas. Se procedió a armar el percolador (Figura 
2.2), se introdujo el algodón al fondo del frasco de vidrio, sobre este se colocó la droga 
humectada y encima de esta, el papel filtro y bolitas de vidrio cubriéndolas de metanol, 
dejando en reposo durante 24 horas y con papel aluminio se protegió de la luz solar. 
Luego de transcurrido el tiempo, constantemente se vertió metanol sobre la altura de 
las bolitas de vidrio, manteniendo siempre la droga humectada y en tubos de vidrio 
etiquetados se recogió el 75% del peso total de la droga a 20 gotas por minuto, siendo 
este volumen la Fracción 1. 
Se continuó percolando para obtener la Fracción 2 en un balón de aforo de fondo 
redondo hasta llegar a reacción negativa, por TLC. 
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Figura 2.2 Método de Percolación 
 
2.3.2.2 Concentración de extractos y Liofilización 
 
La concentración del extracto se realizó por destilación usando rotavapor a una 
temperatura no mayor a los 30 C, la misma que continuó hasta sequedad total de la 
fracción 2 y se retiró el extracto seco del equipo. La redisolución se efectuó con la 
Fracción 1 y añadiendo pequeñas alícuotas de Metanol hasta redisolución total del 
extracto seco en el balón. 
 
Para la eliminación del solvente usado (Metanol), se requirió de nitrógeno inerte, hasta 
obtener una cantidad aproximada de 3 ml de extracto y se procedió a preparar la 
muestra para liofilizar. 
 
En los tubos para liofilización previamente pesados, se colocó los 3 ml de extracto, luego 
se agregó 20 ml de agua ultrapura a los tubos de vidrio para redisolver el extracto 
alrededor del mismo, utilizando baño María con sonicación. Una vez redisuelto, se 
transvaso al tubo para liofilización y se congeló a -82 C, teniendo la precaución de que 
se forme una capa circular alrededor del tubo, por un mínimo de dos horas, para formar 
los núcleos de liofilización. Finalmente se colocó los tubos en el liofilizador a una 
temperatura de -51 C y 0,070 bar durante 24 horas, luego se retiró los extractos secos, 
se pesó y se calculó el rendimiento del extracto, mediante el DERNATIVO que se observa 
en la Tabla 3.4. 
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Figura 2.3 Cálculo de DERNATIVO 




Se depositó alícuotas de extracto exactamente pesados en viales ambar etiquetados y 
se almacenaron a -20 C, hasta su uso, cuyos pesos fueron registrados en el Anexo A.   
 
2.3.3 DESENGRASADO DE EXTRACTO 
 
El método de desengrasado de extractos fue empleado para eliminar el exceso de 
clorofila, para que no existiera interferencias en la visualización de las manchas 
cromatográficas en TLC, para esto se necesitó redisolver 1g de extracto seco en 48 ml 
de la mezcla Metanol-Agua (50:50). La solución fue vertida en el embudo de separación, 
duplicando el volumen con 96ml de n-Hexano, agitando vigorosamente durante 5 
minutos, la fase superior fue descartada y se repitió dos veces el proceso con la mitad 
de n-Hexano. La fase acuosa fue concentrada en el rotavapor y mediante nitrógeno se 
eliminó el solvente, se liofilizó y se envasó el extracto seco sin clorofila en viales con un 
peso aproximado de 200 mg cada uno. 
 
 




DERNATIVO= Droga vegetal inicial x 1 
       Extracto nativo 
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2.3.4 CROMATOGRAFÍA DE CAPA FINA (TLC) 
 
2.3.4.1 Activación y rotulado de las placas de TLC 
 
Cada placa de vidrio recubierta por la silica gel debió ser activada, colocándolas en la 
estufa a 100 C por 12 horas, las mismas que en una superficie limpia y desinfectada, 
fueron rotuladas trazándose a 1 cm del borde inferior la línea de origen o siembra y la 
de frente a 8 cm de está para el recorrido de los metabolitos. Para el rotulado, en el 
borde inferior se colocó el nombre de los patrones y el código del extracto en estudio, 
en el borde superior izquierdo sobre la línea de frente se colocó la fase móvil usada y 
su concentración y al lado derecho superior se colocó el revelador y la fecha de 
realización.  
 
2.3.4.2 Preparación y siembra de la muestra 
 
Se preparó un extracto de concentración de 5 mg/ml en metanol, hasta redisolución total 
en baño María con sonicación. En la placa de TLC, en la línea de siembra se coloca 5μl 
de cada patrón y muestra a una distancia de 1 cm cada uno quedando patrón-muestra-
patrón, dejando secar por un lapso de 5 minutos. 
 
2.3.4.3 Preparación de la Fase Móvil 
 
Se realizó la preparación de las diferentes fases móviles, para conocer la composición 
general del extracto, las mismas que fueron tomadas de la referencia bibliográfica que 
se detalla en la Tabla 2.1. Previó a proceder con la elución de los metabolitos, se colocó 
la fase móvil en la cámara, 20 minutos antes de la introducción de la placa de TLC. 
 
2.3.4.4 Elución y revelado de las placas 
 
Se colocó las placas de TLC al interior de la cámara de vidrio de manera vertical, 
quedando a 0,5 cm el borde inferior al contacto con la fase móvil y se cerró 
herméticamente para que esta ascienda a través de la placa hasta la línea de frente, en 
ese momento se retiró la placa y se dejó secar dentro de la cabina de extracción hasta 
evaporación total de la fase móvil. Posteriormente, se prosiguió a visualizar, identificar 
y tomar fotos de las placas en el equipo de fotodocumentación, con luz UV en las 
diferentes longitudes de onda, 254nm, 366nm y luz visible. 
Para revelar las placas se seleccionó los reveladores específicos para cada metabolito 
investigado, los mismos que se encuentran descritos en la Tabla 2.1. Se colocó el 
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revelador en bandejas de vidrio y se introdujo las placas de TLC, cerciorándonos que 
queden cubiertas, inmediatamente se las sacó y se dejó secar en la cabina de 
extracción, luego del secado, nuevamente se usó el equipo de fotodocumentación para 
tomar y registrar las fotos usando las diferentes longitudes de onda. 
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Fase móvil Revelador  Identificación  







A 366nm: manchas de color: verde, 
café y tomate café. 





-Productos Naturales A 366nm: 















A luz visible: azul, azul violeta, 
amarillo marrón. 
Cumarinas  - Escopoletina  
- Umbeliferona  
AE-METOH-AGUA 
(100:13,5:10) 
-KOH 10% Etanol 
Absoluto 
 




Terpenos  - Eugenol  






A luz visible: azul, verde, rojo y café. 
Tabla 2.1 Identificación y Separación de metabolitos activos en el Desmodium adscendens                                                                      
(Wagner & Bladt, 1996)
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2.3.5 CROMATOGRAFÍA DE COLUMNA 
 
2.3.5.1 Selección y relleno de la columna cromatográfica 
 
Las columnas cromatográficas de vidrio seleccionadas tienen una altura de 35 cm y un 
diámetro de 0,30 cm, poseen una llave que permiten controlar el flujo de los solventes. 
En la parte inferior de cada columna se colocó 0,466g de lana de vidrio que sirve como 
filtro, para evitar que al momento que eluyan las fracciones fluya también la silica. Para 
el relleno de la columna se utilizó silica gel con un tamaño de partícula de 60 Angstroms, 
la misma que es disuelta formando una suspensión con 30 ml de Cloroformo en un vaso 
de precipitación, para luego ser vertida en la columna inmediatamente, se dejó en 
reposo las columnas usadas durante 24 horas para su compactación.  
 
2.3.5.2 Tratamiento de la muestra 
 
Se utilizó 8 alícuotas del extracto desengrasado de Desmodium adscendens, las cuales 
se disolvieron en una mezcla de Cloroformo-Metanol-Agua (45:45:10), cada extracto 
disuelto se colocó dentro de la columna con la ayuda de pipetas de Pasteur, este 
proceso se debe realizar rápidamente sin manchar las paredes de la columna para evitar 
resultados erróneos al momento de eluir las fracciones. 
 
2.3.5.3 Fraccionamiento de columnas según la polaridad y la carga de columna 
 
Luego del análisis general de los metabolitos secundarios por medio de la 
Cromatografía de Capa Fina, el estudio se enfocó en la búsqueda de compuestos 
fenólicos, específicamente flavonoides con el fin lograr la mejor separación de los 
metabolitos. 
 
Se trabajó con un total de ocho columnas cromatográficas, de las cuales seis columnas 
fueron eluidas con las fases móviles polares y dos columnas fueron eluidas con las fases 
móviles apolares. De las seis columnas polares, cuatro poseían una carga de columna1 
de 2,5% (375mg) y dos columnas una carga de columna de 5% (750mg), mientras que 
las dos columnas apolares tuvieron una carga de columna de 2.5% (375mg), tal como 
se puede observar en la Tabla 2.2 y 2.3. 
 
                                                 
1 La carga de columna es el porcentaje de extracto calculado respecto a la cantidad de silica 
usada. 
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Se usó 15g de silica gel en cada una y se activaron según el Apartado 2.3.5.1, luego 
en cada una se colocó el extracto disuelto en 3,8ml de la mezcla Cloroformo-Metanol-
Agua (45:45:10). Para eliminar la clorofila se usó 46ml de Hexano que corresponde a 
dos volúmenes de carga2, en la eliminación total de los pigmentos y de los diferentes 
tipos de clorofila y dos volúmenes más de las respectivas mezclas: en la columna polar 
AE-Hexano (50:50) y las apolares de cloroformo-hexano (50:50). 
 
En la elución de los metabolitos se realizó previamente varias pruebas experimentales, 
variando las proporciones de las fases móviles tomadas de la bibliografía (Wagner & 
Bladt, 1996). Para las columnas polares se tomó como referencia la fase móvil AE-Ác. 
Fórmico-Ác. Acético-Agua (100:11:11:26), al agregar metanol a la misma, se obtuvo dos 
fases móviles de vital importancia en el estudio, la primera AE-Ác. Fórmico-Ác. Acético-
Metanol-Agua (80:5:1:10:10) fue usada en la elución de los metabolitos más polares y 
la segunda AE-Ác. Fórmico-Ác. Acético-Metanol-Agua (30:10:1: 50:10) en el lavado total 
de los metabolitos menos polares del extracto. En la columna apolar la fase móvil de 
referencia fue: Cloroformo-acetona-Ác.Fórmico (75:16,5:8,5), para ello se realizaron los 
siguientes cambios: Cloroformo-Etanol-Agua-Ác. Fórmico- Ác. Acético (51:34:9:5:1) en 
la primera elución de metabolitos y en la elución total Cloroformo-Etanol-Agua-Ác. 
Fórmico- Ác. Acético (5:70:14:5:1). El volumen usado en la elución de metabolitos fue 
de 230ml (10 volúmenes de carga) y en el lavado final 69ml (3 volúmenes de carga). 
 
Se recogió 2 ml de cada fracción en tubos de precipitación codificados por números 
desde el 1 hasta el 154, a una velocidad de 20 gotas por minuto, las mismas que fueron 
concentradas al vació hasta sequedad total. Seguidamente, se redisolvió las fracciones 
(1 hasta 154) con 0,5 ml de metanol y se realizó análisis TLC, se comparó la 
fluorescencia y el Rf de cada una de las manchas cromatográficas formadas en las 
fracciones individuales, se unió las fracciones con las mismas características en un solo 
vial, se concentró y se pesó.  
                                                 
2 El volumen de carga, es el volumen de solvente en ml que se usa hasta llegar al final de la 
columna, dando como resultado que cada volumen de carga es igual a 23ml. 
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Tabla 2.2 Fraccionamiento en la fase móvil polar del extracto mediante cromatografía de columna. 
COLUMNAS APOLARES 
























agua (45:45:10) = 3,8ml 
1-15 
Cloroformo-Hexano (50:50) 2 vol= 46 ml 16-33 
Cloroformo- ETOH- Agua- Ác. Fórmico-
Ác. Acético (51:34:9:5:1) 
10 vol= 230 ml 34-127 
Cloroformo- ETOH- Agua- Ác. Fórmico-
Ác. Acético (5:70:14:5:1) 
3 vol= 69 ml 128-154 




























agua (45:45:10) = 3,8 ml 
1-15 
AE-Hexano (50:50) 2 vol= 46 ml 16-33 
AE- Ác. Fórmico-Ác. Acético-METOH-
Agua (80:5:1:10:10) 
10 vol= 230 ml 34-127 
AE- Ác. Fórmico-Ác. Acético-METOH-
Agua (30:10:1:50:10) 
3 vol= 69 ml 128-154 
COLUMNA 7 
COLUMNA 8 





agua (45:45:10) = 3,8 ml 
1-15 
AE-Hexano (50:50) 2 vol= 46 ml 16-33 
AE- Ác. Fórmico-Ác. Acético-METOH-
Agua (80:5:1:10:10) 
10 vol= 230 ml 34-127 
AE- Ác. Fórmico-Ác. Acético-METOH-
Agua (30:10:1:50:10) 
3 vol= 69 ml 128-154 
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2.3.6 DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE CON REVELADOR DE 
DPPH 
 
La actividad antioxidante fue determinada en las fracciones unidas de la columna 1, esta 
prueba consistió en sembrar en una placa de TLC cada fracción unida con el código F1 
a la F17, una vez eluida en la fase móvil AE- Ác. Fórmico-Ác. Acético-METOH-Agua 
(80:5:1: 10:10), se procedió a revelar con DPPH, luego de dejar secar la placa, se 
visualizó en el equipo de fotodocumentación con luz visible. 
 
La elaboración del DPPH consistió en preparar una concentración de 2,54mM de 
reactivo, previo a su uso. Para lo cual, se pesó 78,86 mg de 2,2-Difenil-1-picryhidrazil y 
se aforo con 80 ml de Metanol, además se usaron los patrones Ácido cafeico y 
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CAPÍTULO III 
3 RESULTADOS Y DISCUSIONES 
 
3.1 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS METANÓLICOS 
 
3.1.1 AGOTAMIENTO DE LA DROGA 
 
Para calcular el agotamiento de la droga en la especie Desmodium adscendens, se 
requirió visualizar las diferentes fracciones obtenidas durante la percolación. 
 
En la Figura 3.1 tomada con luz UV a una longitud de onda de 366nm, evidencia la 
reacción negativa antes descrita en el Apartado 2.3.2.1, mediante la ausencia de 
bandas en los cromatogramas, esta reacción nos permite calcular el volumen de 
metanol exacto necesario para generar el agotamiento de los metabolitos secundarios 



















Figura 3.1 Agotamiento de metabolitos activos 
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Tabla 3.1 Cálculo del agotamiento de los metabolitos activos de la droga fresca 
 
Tabla 3.2 Cálculo del agotamiento de los metabolitos activos de la droga seca en horno 
 
Tabla 3.3 Cálculo del agotamiento de los metabolitos activos de la droga seca por liofilización
PERCOLACIÓN DE EXTRACTO FRESCO 
CÓDIGO PARTE USADA 





PESO 75% AGOTAMIENTO DE LA DROGA 
(ml) 
ZAMORA #1 HOJAS 19H00 8H00 16,67 g 12,50 ml 540 ml 
ZAMORA #2 24,05 g 18,03 ml 780 ml 
ZAMORA #3 12,01 g 9 ml 389 ml 
ZAMORA #4 12,02 g 9,01 ml 389.3 ml 
ZAMORA #5 12,07 g 9,05 ml 391 ml 
ZAMORA #6 12,04 g 9,03 ml 390 ml 
ZAMORA #7 12,14 g 9,10 ml 393 ml 
ZAMORA #8 12,09 g 9,06 ml 392 ml 
ZAMORA #9 18,01 g 13,50 ml 583 ml  
ZAMORA #10 18,05 g 13,53 ml 584 ml 
PERCOLACIÓN DE EXTRACTO SECADO EN HORNO 
CÓDIGO PARTE USADA 





PESO 75% AGOTAMIENTO DE LA DROGA 
(ml) 
ZAMORA #11 HOJAS 18H00 9H00 6,02g 4,51ml 195 ml 
ZAMORA #12 6,01g 4,50 ml 194 ml 
PERCOLACIÓN DE EXTRACTO SECADO POR LIOFILIZACIÓN 
CÓDIGO PARTE USADA 





PESO 75% AGOTAMIENTO DE LA DROGA 
(ml) 
ZAMORA #13 HOJAS 18H00 9H00 7,53g 5,65ml 244 ml 
ZAMORA #14 8,46g 6,34 ml 274 ml 
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3.1.2 RENDIMIENTO DE LA DROGA 
 
En la Tabla 3.4 se presenta el rendimiento obtenido para los distintos extractos 
sometidos a liofilización. Para calcular el rendimiento de los extractos seco se consideró 
el peso inicial de la droga vegetal del cual se partió para la percolación y el peso obtenido 
luego de la liofilización, los resultados son expresados DERNATIVO3, que indica la cantidad 






TUBO LIOF.  
VACIO 
TUBO LIOF. 





ZAMORA #1 16,67g 65,5796g 66,5796g 1,00 g 17:1 
ZAMORA #2 24,05g 65,5720g 66,9520g 1,38 g 17:1 
ZAMORA #3 12,01g 65,1284g 65,7989g 0,67 g 18:1 
ZAMORA #4 12,02g 63,3966g 64,0742g 0,68 g 18:1 
ZAMORA #5 12,07g 62,8130g 63,4983g 0,69 g 17:1 
ZAMORA #6 12,04g 66,0951g 66,8477g 0,75 g 16:1 
ZAMORA #7 12,14g 65,7520g 66,5506g 0,80 g 15:1 
ZAMORA #8 12,09g 67,2230g 68,0931g 0,87 g 14:1 
ZAMORA #9 18,01g 65,5626g 66,9726g 1,41 g 13:1 
ZAMORA#10 18,05g 64,8602g 65,8502g 0,99 g 18:1 
ZAMORA#11 6,02g 63,3996g 64,2399g 0,84 g 7:1 
ZAMORA#12 6,01g 63,3996g 64,3767g 0,98 g 6:1 
ZAMORA#13 7,53g 65,7512g 66,8715g 1,12 g 7:1 
ZAMORA#14 8,46g 67,2202g 68,4797g 1,26 g 7:1 
Tabla 3.4 Cálculo del rendimiento del extracto Desmodium adscendens
                                                 
3 DERNATIVO es el índice de materia extraíble. 
 La droga usada previa a la percolación tiene las siguientes características: los códigos 
ZAMORA #1 hasta el #10 fue droga fresca, ZAMORA #11 y #12 droga seca con horno Pro 3, 
ZAMORA #13 y #14 droga seca mediante liofilización. 
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3.2 IDENTIFICACIÓN DE METABOLITOS ACTIVOS POR CROMATOGRAFÍA DE 
CAPA FINA (TLC) 
 
 
Los procedimientos desarrollados con TLC para la identificación y separación de 
metabolitos activos se describieron en la Tabla 2.1. Diferentes fases móviles y 
reveladores se usaron para investigar la presencia de alcaloides, flavonoides, 
saponinas, cumarinas y terpenos. La identificación de los mismos va a depender de la 
visualización de las manchas o bandas formadas en los cromatogramas, cuyas 




Observando el cromatograma en luz UV con longitud de onda de 366nm en la Figura 
3.2, se aprecia una banda superior con fluorescencia roja que corresponde a la clorofila 
(pigmento) de las hojas y una banda inferior de color azul, que no corresponde a la 
fluorescencia verdosa del cloruro de berberine, por lo que se concluye que no existe la 
presencia de alcaloides en el extracto metanólico. 
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3.2.2 FLAVONOIDES 
 
La identificación para flavonoides en el extracto metanólico fue positivo en las fases 
móviles descritas en la Tabla 2.1, la resolución de las bandas presentes en cada una, 
sirvieron para escoger la selección de la fase móvil en la Cromatografía de Columna. 
Además, los Rf obtenidos no coinciden con la Quercetina y su glucorónido. 
En la Figura 3.3, la fase móvil permitió la elución de dos bandas definidas cuyos Rf 
fueron 0,50 y 0,42; y la elución de una tercera sin separación, por lo que el uso posterior 
de esta fase móvil fue descartado. 
La Figura 3.4, mostró una sola banda cromatográfica para compuestos flavonoides con 
Rf de 0,12, la fase móvil usada mantuvo al compuesto en la parte inferior y la clorofila 
en la parte superior, siendo esta seleccionada como base para determinar las fases 
usadas en la Columna apolar. 
El cromatograma de la Figura 3.5, presenta cinco bandas cromatográficas bien 
definidas y separadas una de otras, con los siguientes Rf: para la primera banda superior 
luego de la clorofila corresponde a 0,65; las bandas amarillas dos y tres con Rf 0,58 y 
0,45; la cuarta banda verde con 0,27 y la quinta banda 0,19, esta fase móvil sirvió de 
base para establecer las fases móviles en la Columna polar. 
La fase móvil usada en la Figura 3.6, si bien muestra la presencia de flavonoides con 
un Rf de 0,08, pero también fracciona la clorofila dejando varias bandas a lo largo del 
cromatograma, siendo su usó posterior descartado ya que el fin fue conseguir fases 
móviles que permitan eluir en primera instancia la clorofila para evitar interferencias.  
                         
Figura 3.3 Determinación de Flavonoides                 Figura 3.4 Determinación de Flavonoides  
en AE-METOH-Agua (100:13,5:10)                     Cloroformo-Acetona-Ác.Fórmico (75:16,5:8,5) 
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Figura 3.5 Determinación de Flavonoides                   Figura 3.6 Determinación de Flavonoides 




La Identificación de saponinas fue negativa, ya que al usar el Anisaldehído-ácido 
sulfúrico como revelador, no son detectables a luz visible como se observa en la Figura 
3.7. 
 
Figura 3.7 Saponinas, placa eluida en la fase móvil: Acetato de etilo-Metanol-Agua 
(100:13,5:10) 
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Al revelar la placa de TLC con KOH 10% en etanol absoluto para cumarinas, a pesar de 
usar fases móviles de diferente polaridad, no se detectó la presencia de las mismas. 
Las manchas formadas en la parte inferior sobre la línea de origen de la Figura 3.8 y 
3.9, son marcas de siembra. 
 
Figura 3.8 Cumarinas, placa eluida en la fase móvil: AE-METOH-Agua (100:13,5:10) 
 
 
Figura 3.9 Cumarinas, placa eluida en la fase móvil Tolueno-AE (93:7) 
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3.2.5 TERPENOS 
 
Los Terpenos con revelador Anisaldehído-ácido sulfúrico a luz visible, tienen un color 
café marrón, por lo que al observar la Figura 3.10 y el Rf de 0,60 entre el patrón y las 
muestras se determinó la presencia de Eugenol, el cual es un líquido oleoso de color 
amarillo pálido, cuya fórmula química es 2-Metoxi-4-(2-propenil)fenol, presenta 
propiedades antisépticas y analgésicas, debido a sus características  puede ser usado 
como derivado fenólico y terpeno. (González, 2002) 
 
Figura 3.10 Terpenos, placa eluida en la fase móvil Tolueno-AE (85:15) 
 
3.3 CROMATOGRAFÍA DE COLUMNA 
 
3.3.1 SELECCIÓN DE LA FASE MÓVIL 
 
La columna con mejor resultados obtenidos fue la Columna 1, la misma que para su 
fraccionamiento se usaron diferentes fases móviles de carácter polar, tomando en 
cuenta la resolución de las bandas en el cromatograma en la luz UV a una longitud de 
onda de 366nm. 
El uso del ácido fórmico en ambas columnas fue de vital importancia para la eficiencia4 
de las bandas formadas ya que facilita la ionización, asegurando protonación5 del 
analito. (Wu, et al., 2004) 
                                                 
4 EFICIENCIA: Disposición de una cromatografía visible, en este caso con manchas definidas y 
distribuidas para un análisis y discusión cromatográfica. 
5 PROTONACIÓN: Es la adición protón a la molécula. 
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A continuación, se presenta los resultados obtenidos:  
 
3.3.1.1 Elución de Clorofila 
 
La clorofila es un pigmento que proporciona el color verde presente en las plantas, pero 
existen otros pigmentos como los carotenos y las xantofilas, fue necesario usar fases 
móviles que permitan le elución de pigmentos en primera instancia, consiguiendo una 
mejor visualización de las bandas en las fracciones posteriores. (Lallana, 2003) 
 
Para la elución de la clorofila se decidió usar dos fases móviles, la primera el Hexano, 
tanto en la columna polar como en la apolar, observándose la salida de pigmento de 
color amarillo anaranjado que corresponde a la clase de las xantofilas, desde la fracción6 
1 a la 15, las mismas que no son visibles a la longitud de onda de 366nm, como se 
muestra en la Figura 3.11 y 3.12. 
 
La segunda fase móvil usada en la columna polar fue AE-Hexano (50:50), recogida en 
las fracciones 16 a la 33, observándose en la Figura 3.13 la elución de la clorofila que 
con una longitud de onda de 366 nm se muestra de color rojo con un Rf de 0,99; además 
en la fracción 28 a la 32 se observa la aparición de una nueva banda cuyo Rf es 0,92; 
de color amarillo pálido apareciendo ya la elución de los primeros compuestos. Mientras 
que en la columna apolar se usó Cloroformo-Hexano (50:50), en donde hubo solo la 
elución de clorofila en toda la placa de la Figura 3.13. 
 
Figura 3.11 Elución de compuestos con Hexano 100% 
                                                 
6 Fracción o fracciones es el terminó utilizado, para expresar al extracto eluido en cada tubo de 
vidrio, encontrándose de manera individual, cuando se hable de F, refiere a las fracciones 
individuales con las mismas características unidas en una sola. 
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Figura 3.12 Elución en la fase móvil polar y apolar de Fracciones 1 a la 16 
Figura 3.13 Elución en la fase móvil polar y apolar de Fracciones 17 a la 32
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3.3.1.2 Elución de metabolitos 
 
Se denomina elución de metabolitos porque se refleja la elución de la mayor cantidad 
de bandas cromatográficas, que pueden ser evidenciadas en las Figuras 3.14, 3.15, 
3.16, 3.17, 3,18 y 3.19, en ambas columnas polar y apolar.  
 
La fase móvil Acetato Etilo- Ácido Fórmico-Ácido Acético-Metanol-Agua (80:5:1:10:10) 
usada en la columna polar presenta mejores resultados que la fase móvil Cloroformo- 
Etanol- Agua- Ácido Fórmico-Ácido Acético (51:34:9:5:1) usada en la columna apolar, a 
pesar que las bandas formadas tienen ciertas similitudes en cuanto a fluorescencias, la 
elución y el número de bandas formadas es diferente, viéndose notable afinidad de los 
compuestos en la fase móvil polar ya que la elución empieza desde la fracción 33 como 
se mencionó anteriormente y existe dos bandas centrales de fluorescencia amarilla 
intensa correctamente definidas con los Rf 0,61 y 0,53 ,respectivamente, que persisten 
desde la fracción 47 hasta la 128, en las ultimas siendo leve. En cambio, la elución de 
la fase móvil apolar empieza recién en la fracción 42 y existe una sola banda central 
amarilla intensa que perdura hasta la fracción 87.  
 
También se determina que hasta la fracción 128 en la columna  con la fase móvil polar 
se mantuvo una constante elución, quedando esta con 7 bandas en el cromatograma, 
pero la muestra en la fase móvil apolar en la misma fracción ya empieza a agotarse, 
manteniendo solo tres bandas en el cromatograma hasta ese momento, por lo que se 
manifiesta que debido a que no existe afinidad de los compuestos por esta fase móvil 
se quedan compactados en la parte inferior de la placa, haciendo que eluyan más 
rápidamente tal como se muestra en la Figura 3.19. 
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Figura 3.14 Elución en la fase móvil polar y apolar de Fracciones 33 a la 48 
Figura 3.15 Elución en la fase móvil polar y apolar de Fracciones 49 a la 64 
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Figura 3.16 Elución en la fase móvil polar y apolar de Fracciones 65 a la 80 
 
Figura 3.17 Elución en la fase móvil polar y apolar de Fracciones 81 a la 96 
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Figura 3.18 Elución en la fase móvil polar y apolar de Fracciones 97 a la 112 
Figura 3.19 Elución en la fase móvil polar y apolar de Fracciones 113 a la 128 
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3.3.1.3 Elución Total 
 
En el lavado final de las columnas se usó para la fase móvil polar Acetato Etilo- Ácido 
Fórmico-Ácido Acético-Metanol-Agua (30:10:1:50:10) y para la apolar Cloroformo- 
Etanol- Agua- Ácido Fórmico-Ácido Acético (5:70:14:5:1), debido a la mayor cantidad de 
Metanol y Etanol presentes respectivamente en cada columna aumenta la afinidad de 
los compuestos por la fase móvil, abandonando el lecho de la silica gel, permitiendo  el 
agotamiento del extracto sembrado y que las bandas ya no sean visibles en el equipo 




La composición de las fases móviles polares descritas previamente, debido a su 
solubilidad y miscibilidad con el agua forman una sola fase homogénea lo que permite 
que el fraccionamiento de las bandas sea el óptimo, permitiendo obtener bandas bien 
definidas. Mientras que la composición de las fases móviles apolares debido a que el 
cloroformo es insoluble e inmiscible con el agua, que al dejar en reposo en la cámara 
de TLC hace que se forme una solución bifásica, lo que evita que los compuestos eluyan 
fácilmente y la silica gel se agriete, como se puede documentar en las Figura 3.17. 
(Ñuñez, 2008) 
 
La unión de las fracciones se realizó, reuniendo a todas las fracciones individuales que 
contengan las mismas características, es decir, el mismo número de bandas, con 
iguales Rf y fluorescencias, en una solo vial bajo el código de F, las fracciones unidas 
se pueden revisar en la Figura 3.25 en el Apartado 3.3, y los Rf en la Tabla 3.5. 
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Figura 3.21 Elución en la fase móvil polar y apolar de Fracciones 145 a la 154
  
UNIVERSIDAD DE CUENCA 
FERNANDA TATIANA ZAMORA AMORES 61 
 
DESCRIPCIÓN: COLUMNA: 1 
POLARIDAD: POLAR 
CARGA DE COLUMNA: 2,5% 
CONCENTRACIÓN DE LA UNIÓN DE FRACCIONES: 2mg/ml 
FASE MÓVIL DE ELUCIÓN: AE-Ac.Fórmico- Ac. Acético-METOH-Agua (80-5-1-10-10) 
REVELADOR: PRODUCTOS NATURALES 
CÓDIGO FRACCIONES 
INDIVIDUALES 
RF DE LAS FRACCIONES 
INDIVIDULAES 
CÓDIGO DE FRACCIONES 
UNIDAS 
RF DE LAS FRACCIONES 
UNIDAS 
1-22 ------ F1 ----- 
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116-125 0,53 F12 ---- 
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F16 Marcas de siembra 
139-154 0,04 F17 0,04 
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DESCRIPCIÓN: COLUMNA: 3 
POLARIDAD: APOLAR 
CARGA DE COLUMNA: 2,5% 
CONCENTRACIÓN DE LA UNIÓN DE FRACCIONES: 2mg/ml  
FASE MÓVIL DE ELUCIÓN: Cloroformo- ETOH- Agua- Ác. Fórmico-Ác. Acético (51:34:9:5:1) 
REVELADOR: PRODUCTOS NATURALES 
CÓDIGO FRACCIONES 
INDIVIDUALES 
RF DE LAS FRACCIONES 
INDIVIDULAES 
CÓDIGO DE FRACCIONES 
UNIDAS 
RF DE LAS FRACCIONES 
UNIDAS 
1-24 ------ F1 ----- 
25-30 0,99 F2 0,99 
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100-109 0,26 F14 0,26 
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139-154 ------ F19 ---- 
Tabla 3.6 Documentación de los Rf en la Columna Apolar 3
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3.3.2 CARGA DE COLUMNA 
 
Al comparar las columnas con una carga de 2,5% y 5% de extracto, que corresponden 
a la columna 1 y la columna 7 respectivamente, se determinó que la columna 1 obtuvo 
la mejor resolución de las bandas, debido a la presencia paulatina de las mismas en las 
fracciones. 
 
El número de bandas evidenciadas en el cromatograma dependen directamente de la 
concentración del extracto en la placa, al tener más concentración en la columna 7 hace 
que los Rf se encuentren ocultos por otras bandas cuyo color puede ser más intenso, 
siendo indetectables al ojo humano, lo que hace que se unan más fracciones en un solo 
vial por sus características aparentes, siendo así que para esta columna existe un total 
de F14, a diferencia de la columna 1 con un total de F17, por lo que a una menor 
concentración hay mejor visualización de las bandas pudiendo ser Fotodocumentadas, 
como es el caso de la banda con fluorescencia verde con Rf 0,70, en la columna 1 
aparece desde la fracción 33, mientras que en la columna 7 es reflejada en la fracción 
41.  Dicha comparación entre la columna 1 y 7 se puede observar con la fase móvil polar 
en las Figuras 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18, 3.19, 3.20, 3.21, 3.22, 3.23, 3.24 y en las 
Tablas 3.5, 3.7. 
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Figura 3.22 Elución de las Fracciones 33 a la 64 de la Columna Polar 7 con carga de columna del 5% 
 
Figura 3.23 Elución de las Fracciones 65 a la 96 de la Columna Polar 7 con carga de columna del 5% 
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Figura 3.24 Elución de las Fracciones 97 a la 112 de la Columna Polar 7 con carga de columna del 5% 
 
DESCRIPCIÓN: COLUMNA: 7 
POLARIDAD: POLAR 
CARGA DE COLUMNA: 5% 
CONCENTRACIÓN DE LA UNIÓN DE FRACCIONES:2mg/ml 
FASE MÓVIL DE ELUCIÓN: AE-Ac.Fórmico- Ac. Acético-METOH-Agua (80-5-1-10-10) 
REVELADOR: PRODUCTOS NATURALES 
CÓDIGO FRACCIONES 
INDIVIDUALES 
RF DE LAS FRACCIONES 
INDIVIDULAES 
CÓDIGO DE FRACCIONES 
UNIDAS 
RF DE LAS FRACCIONES 
UNIDAS 
1-20 ---- F1 ---- 
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134-144 0,04 F13 ---- 
145-154 ---- F14 ---- 
Tabla 3.7 Documentación de los Rf en la Columna Polar 7 con carga de columna del 5% 
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3.3.3 IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE ANALITOS 
 
Al unir las fracciones, nos brinda una mejor identificación y cuantificación de los compuestos 
presentes en la Columna 1. 
 
En la Tabla 3.8, se realiza una identificación de los analitos presentes a breve rasgos 
basándonos en la fluorescencia producida por la Figura 3.25. 
 
 
Figura 3.25 Elución de las fracciones unidas en la Columna Polar 1 
 
Fluorescencia Analito identificado Rf 
Roja  Clorofila 0,99 y 0,95 
Amarilla fosforescente Ácidos fenólicos 0,92 
Amarilla intensa Flavonoles 0,61; 0,53; 0,19; 0,12 
Anaranjada Flavonas  0,42 y 0,35 
Amarilla verdosa Flavonas  0,70 y 0,26 
Tabla 3.8 Fluorescencias fotodocumentadas en las fracciones unidas de la columna 1 
 
Según la bibliografía (Wagner & Bladt, 1996), los tipos de flavonoles con fluorescencia 
amarilla son la quercetina, miricetina y sus glucósidos; anaranjada corresponde a la flavona 
luteolina y la amarilla verdosa a la flavona apigenina. 
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A continuación, se muestra los resultados obtenidos en la cuantificación de los analitos 
presentes en la F1 hasta la F17. 
 
CÓDIGO VIAL VACIO VIAL + CADA 
FRACCIÓN 
CANTIDAD DE EXTRACTO 
EN LAS FRACCIONES 
UNIDAS (mg) 
F1 2,8072 g 2,8075 g 0,3 mg 
F2 2,7675 g 2,7765 g 9,0 mg 
F3 2,7685 g 2,7782 g 9,7 mg 
F4 2,7829 g 2,7861 g 3,2 mg 
F5 2,7811 g 2,7860 g 4,9 mg 
F6 2,7786 g 2,8256 g 47 mg 
F7 2,7734 g 2,8290 g 55,6 mg 
F8 2,7858 g 2,8194 g 33,6 mg 
F9 2,8069 g 2,8464 g 39,5 mg 
F10 2,7993 g 2,8435 g 44,2 mg 
F11 2,7759 g 2,7976 g 21,7 mg 
F12 2,7423 g 2,7598 g 17,5 mg 
F13 2,7456 g 2,7561 g 10,5 mg 
F14 2,8142 g 2,8215 g 7,3 mg 
F15 2,7729 g 2,8021 g  29,2 mg 
F16 2,7590 g 2,7733 g 14,3 mg 
F17 2,7530 g 2,7716 g 18,6 mg 
Tabla 3.9 Cuantificación de analitos en mg 
 
3.4 DETECCIÓN DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE CON DPPH 
 
La detección de la actividad antioxidante de los compuestos flavonoides aislados por la 
Cromatografía de Columna, se realizó usando el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo como revelador, 
obteniéndose resultados positivos en las F5-F6-F7-F8-F11-F12-F13 y F14 visualizándose 
una fluorescencia blanca amarillenta con fondo púrpura a la luz visible (Gu, Wu, & Wang, 
2009), cuyos Rf 0,92; 0,61; 0,53; 0,42 y 0,19 coinciden con la fluorescencia amarilla intensa  
descrita en el Apartado 3.3, correspondiendo a los flavonoides del tipo flavonoles 
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Figura 3.26 Detección de la actividad antioxidante con DPPH como revelador en la 
Columna 1 del F1 al F10 
 
 
Figura 3.27 Detección de la actividad antioxidante con DPPH como revelador en la 
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Mediante la especie de estudio Desmodium adscendens es posible plantear las siguientes 
conclusiones: 
 
• Al realizar variaciones en la formulación y proporción de las fases móviles descritas 
en la identificación de flavonoides, fue posible determinar que los flavonoides tienen 
mayor afinidad a la fase móvil polar debido a que obtuvo una mejor separación y 
resolución de las bandas cromatográficas. 
 
• Se considera a la Columna 1 con carga de columna de 2,5%, la columna con 
mejores resultados ya que en esta se puede visualizar correctamente las bandas 
formadas en el cromatograma, sin interferencias por el exceso de muestra que 
pueda opacar a otras bandas, permitiendo, unir las fracciones y cuantificar las 
mismas. 
 
• Mediante el revelado con el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo se confirma la actividad 
antioxidante del Desmodium adscendens tal como se describe en la literatura, 
específicamente para los flavonoles. 
 
• Se logró aislar y purificar los metabolitos activos con actividad antioxidante de la 
especie mencionada anteriormente, mediante la Cromatografía de Columna, pero 
debido a que el llenado de las columnas se realizó de manera manual e individual 
hizo que los tiempos de retención del extracto en cada columna variaran, por lo que 
la secuencia de los analitos contenidos en las fracciones no sea la misma, 
impidiendo la reproducción de resultados y por ende no se logró estandarizar la 
metodología. 
 
• Debido a que existe factores que no se pueden controlar en un método manual como 
la temperatura y humedad relativa, que varían inter-día e intra-día, además a las 
grandes cantidades de volúmenes de solventes usados, así como su tiempo de 
elaboración de la metódica, no se considera factible usar la cromatografía de 
columna como método de extracción.  
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Para obtener mejores resultados, que pudieran llegar a ser reproducibles y analizados 
estadísticamente, se aconseja realizar el llenado y el vertido de los solventes de cada 
columna de manera simultánea, por lo que se recomienda la integración de varios 
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Anexo A.  Envasado de extractos 
 
ANEXO B 
DESCRIPCIÓN: COLUMNA: 2 
POLARIDAD: POLAR 
CARGA DE COLUMNA: 2,5% 
CONCENTRACIÓN DE LA UNIÓN DE FRACCIONES: 2mg/ml  
FASE MÓVIL DE ELUCIÓN: AE-Ac.Fórmico- Ac. Acético-METOH-
Agua (80-5-1-10-10) 










RF DE LAS 
FRACCIONES 
UNIDAS 
1-22 ------ F1 ----- 
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140-154 0,04 F16 0,04 
Anexo B. Documentación de los Rf en la Columna Polar 2 
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ANEXO C 
DESCRIPCIÓN: COLUMNA: 4 
POLARIDAD: APOLAR 
CARGA DE COLUMNA: 2,5% 
CONCENTRACIÓN DE LA UNIÓN DE FRACCIONES:2mg/ml  
FASE MÓVIL DE ELUCIÓN: Cloroformo- ETOH- Agua- Ác. Fórmico-
Ác. Acético (51:34:9:5:1) 










RF DE LAS 
FRACCIONES 
UNIDAS 
1-21 ------ F1 ----- 
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140-154 ------ F18 ---- 
Anexo C. Documentación de los Rf en la Columna Apolar 4 
ANEXO D 
DESCRIPCIÓN: COLUMNA: 5 
POLARIDAD: POLAR 
CARGA DE COLUMNA: 2,5% 
CONCENTRACIÓN DE LA UNIÓN DE FRACCIONES:2mg/ml  
FASE MÓVIL DE ELUCIÓN: AE-Ac.Fórmico- Ac. Acético-METOH-
Agua (80-5-1-10-10) 










RF DE LAS 
FRACCIONES 
UNIDAS 
1-18 ---- F1 ---- 
19 0,99 F2 0,99 
20-21 ---- F3 ---- 
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125-134 0,26 F20 0,26 
135-154 0,04 F21 0,04 
Anexo D. Documentación de los Rf en la Columna Polar 5 con carga de columna del 
2,5% 
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ANEXO E 
DESCRIPCIÓN: COLUMNA: 6 
POLARIDAD: POLAR 
CARGA DE COLUMNA: 2,5% 
CONCENTRACIÓN DE LA UNIÓN DE FRACCIONES:2mg/ml  
FASE MÓVIL DE ELUCIÓN: AE-Ac.Fórmico- Ac. Acético-METOH-
Agua (80-5-1-10-10) 










RF DE LAS 
FRACCIONES 
UNIDAS 
1-5 0,97 F1 ---- 
6-20 ---- F2 ---- 
20-23 0,99 F3 0,99 
24-28 ---- F4 ---- 
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135-144 0,04 F22 ---- 
145-154 ---- F23 ---- 
Anexo E. Documentación de los Rf en la Columna Polar 6 con carga de columna del 
2,5% 
ANEXO F 
DESCRIPCIÓN: COLUMNA: 8 
POLARIDAD: POLAR 
CARGA DE COLUMNA: 5% 
CONCENTRACIÓN DE LA UNIÓN DE FRACCIONES:2mg/ml 
FASE MÓVIL DE ELUCIÓN: AE-Ac.Fórmico- Ac. Acético-METOH-
Agua (80-5-1-10-10) 










RF DE LAS 
FRACCIONES 
UNIDAS 
1-21 ---- F1 ---- 























53-71 0,92 F6 ---- 
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154 ---- F12 ---- 
Anexo F. Documentación de los Rf en la Columna Polar 8 con carga de columna al 
5% 
